BI FUNCTION ALIZED POLYSACCHARIDES 



Publication number: 
Publication date: 
Inventor(s): 

Applicant(s): 

Classification: 
• international: 



WO20071 16143 (A1) 
2007-10-18 



Also published as: 

HUS2008014250 (A1) 



SOULA GERARD [FR]; SOULA REM! [FR]; SOULA OLIVIER @ KR20090013179 (A) 

lFRl H EP2007816 (A1) 

PROTEINS PEPTIDES MAN [FR]; SOULA GERARD [FR]; iff 
SOULA REMI [FR]; SOULA OLIVIER [FR] 



CN101460523 (A) 
CA2648395 (A1) 



C08B37/00; A61K47/36; C08B15/06; C08B37/02; 
C08B37/04; C08B37/08; C08B37/14; C08B37/00; 
A61K47/36; C08B15/00 
- European: A61K9/00M5; C08B11/20; C08B15/06; C08B37/00; 

C08B37/00M2F; CO8B37/00M3B2; CO8B37/00M5; 
C08B37/00P2D; C08B37/OOP2F; C08B37/00P4 
Application number: WO2007FR00595 20070406 

Priority number(s): FR20060003130 20060407; US20060790532P 20060410 



Cited documents: 

B US5750678 (A) 
B WO0016818(A1) 
B WO9220349(A1) 
B US2931753(A) 
B US2001021758(A1) 



more » 



Abstract of WO 2007116143 (A1) 

The invention concerns a dextran and/or dextran derivative bifunctionallzed by at least one imidazolyl 
radical (Im) and at least one hydrophobic group (Hy), said radical and group being each, identical 
and/or different, and, grafted or bound to the dextran and/or dextran derivative by one or more linker 
arms R, Ri or Rh and functions F, Fi or Fh as well as pharmaceutical compositions comprising one of 
said dextrans and at least one active principle. 
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== (54) Title: BIFUNCTIONALIZED POLYSACCHARIDES 

= (54) Titre : POLYSACCHARIDES BIFONCTIONNALISES 

(57) Abstract: The invention concerns a dextran and/or dextran derivative bifunctionalized by at least one imidazolyl radical (Im) 
= and at least one hydrophobic group (Hy), said radical and group being each, identical and/or different, and, grafted or bound to 
= the dextran and/or dextran derivative by one or more linker arms R, Ri or Rh and functions F, Fi or Fh as well as pharmaceutical 
—~ compositions comprising one of said dextrans and at least one active principle. 

(57) Abrege : La presente invention concerne un dextran et/ou derive de dextran bifonctionnalise par au moins un radical imidazo- 
^jj tyte I m et au rnoins un groupement hydrophobe Hy, lesdits radical et groupement etant chacun, identique et/ou different, et, greffes 
ou lies au dexuan et/ou derive de dexUBii par un ou plusieurs bras de liaison R, Ri ou Rh et fonctions F, Fi ou Fh et les compositions 
pharmaceutiques comprenant Tun desdits dextrans et au moins un principe actif. 
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Polysaccharides bifonctionnalises 

La presente invention concerne de nouveaux polymeres 
biodegradables, a base de polysaccharides et plus particulierement de 
dextrans. 

5 Ces polymeres sont utiles notamment pour Tadministration de 

principe(s) actif(s) (PA) aux hommes ou aux animaux dans un but 
th£rapeutique et/ou prophylactique. Ces polymeres peuvent egaiement servir 
pour potentialiser et proteger des principes actifs endogehes. 

Ces polymeres ont ete congus pour repondre a plusieurs 

10 applications : 

• la liberation systemique de PA tels que des proteines comme 
Tinsuline, I'hormone de croissance, 

• la liberation locale de PA tels que des facteurs de croissance comme 
les Transforming Growth Factors ou les Bone Morphogenic Proteins, 

15 • la culture cellulaire in vitro, 

• Timplantation in vivo de cellules, 

• la cicatrisation dans laquelle les PA sont des facteurs de croissance 
endogenes. 

Malgre les recherches effectuees dans ces domaines, de 
20 nombreux problemes subsistent pour chacune de ces applications. Tout 
d'abord, en ce qui concerne la liberation systemique de proteines, il serait 
souhaitable de maintenir constante la concentration du PA sur une duree 
importante. Or dans le cas du produit Lantus pour Tinsuline par exemple, la 
concentration est variable au cours de la journee pouvant conduire a des 
25 hyperglycemics. Dans le cas de Tadministration de facteurs de croissance qui 
sont de puissants agents therapeutiques locaux, un des problemes majeurs 
consiste a les maintenir sur leur site d'administration afin d'eviter leur 
circulation systemique comme cela est resume dans Tarticle de Seeherman, 
Cytokines and Growth Factors Reviews, 2005, 16, 329-345. Dans le cas de la 
30 culture cellulaire, rapport de facteurs de croissance est reconnu pour etre 
benefique. Cependant en raison de la faible stabilite de ces molecules en 
solution, de grandes quantites de ces agents onereux doivent etre utilisees. 

II existe done un besoin non satisfait de compositions 
pharmaceutiques permettant : 
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• d'etendre le temps de liberation de PA systemiques telles que 
Tinsuline ou I'hGH, 

• de retenir le principe actif au site d'administration par exemple dans 
le cas oti le PA est un facteur de croissance, 

5 • de limiter la quantite de PA, en general des facteurs de croissance, 

employee dans la culture cellulaire, 

• de favoriser Taction de PA endogenes notament dans le cas de la 
cicatrisation. 

10 Malgre les nombreuses tentatives de developpement de nouveaux 

polymeres pour atteindre ces objectifs medicaux, seuls les PLAGA ont ete 
approuv^s 3 ce jour dans le domaine du « Drug Delivery ». Ces polymeres 
forment, en milieu aqueux, des solides denses qui contiennent le PA. Dans ce 
cas, le PA peut etre libere durant plusieurs semaines ce qui est un des objectifs 

15 recherches. Un exemple de formulation est la Nutropin Depot developpee par 
Alkermes et Genentech pour la liberation prolongee (2 semaines) de Thormone 
de croissance humaine decrit dans le brevet WO 95/29664. 

Cependant, cette approche souffre de nombreuses faiblesses telles 

que : 

20 • un effet dit « burst » c'est-a-dire qu'une partie significative du PA est 

liberee immediatement apres Tinjection. 

• une degradation chimique du polymere PLAGA qui forme des acides 
lactiques et glycoliques au sein du solide lesquelles catalysent la 
degradation du polymere, ainsi que dans certains cas, celle du PA. 

25 • ^augmentation locale de I'acidite est source dlnflammation. Ces 

deux phenomenes sont decrits dans Tarticle d'Anderson, Adv. Drug 
Del. Rev., 1997, 28, 5-24. 

Pour toutes ces raisons, la Nutropin Depot a ete recemment retiree 

30 du marche. 

Atrix decrit dans le brevet US 5,990,194 ('utilisation de PLAGA pour 
la liberation d'un peptide, le leuprolide sous le nom d'Atrigel qui est une 
formulation a base de solvant organique. En plus des problemes lies au 
35 PLAGA mentionnes ci-dessus, cette technologie presente les defauts suivants : 
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• L'injection d'un solvant organique. Dans le cas de I'Atrigel, ce solvant 
est classe parmi les composes CMR. 

• Ce systeme s'applique difflcilement aux prolines a cause de I'effet 
denaturant de la NMP. 

5 

D'autres formulations a visee de liberation controlee de PA 
pharmaceutiques emploient des polymeres reticulabies, mais en depit de 
nombreux efforts de recherche, aucun biomateriau implique dans des 
compositions pharmaceutiques ne permet de resoudre a la fois Pexigence de 
10 Pinjectabilite et celle de la retention au site d'administration du principe actif 
pour controler sa liberation systemique ou locale. 

La presente invention concerne de nouveaux polysaccharides et 
plus particulierement de dextrans, bifonctionnalises par au moins un radical 

15 imidazoiyle Im et au moins un groupement hydrophobe Hy qui permettent de 
satisfaire les applications visees ci-dessus qui n'ont pas trouve de solution a ce 
jour. Parmi les polysaccharides fonctionnalises, on connaTt du brevet 
WO99/09067 des pectins (galacturonanes) dont les acides sont modifies par 
des amines, et notamment, une amine porteuse d'un noyau imidazole. Ces 

20 polymeres mono-fonctionnalises ne sont pas amphiphiles. 

D'autres polysaccharides monofonctionalises par des groupements 
hydrophobes sont connus de Phomme de Tart. Les travaux d'Akiyoski et al. (J. 
Controlled Release 1998, 54, 313-320) decrivent des pullulans modifies par du 
cholesterol pour la liberation controlee de I'insuline. 

25 Dellacherie et al. decrivent des derives du hyaluronane modifies 

par des chaTnes alkyles grasses en C12 ou C18 dans le brevet FR2794763. 
Cette equipe a egalement decrit dans le brevet FR2781677 des derives de 
('alginate modifies par des chaTnes alkyles grasses. 

30 Parmi les dextrans fonctionnalises, les carboxymethyldextrans de 

Biodex decrits dans le brevet US6,646,120 sont modifies par la benzylamine 
qui est un groupement hydrophobe. Ces polymeres ne sont pas fonctionnalises 
par un radical imidazoiyle. 

Dellacherie et al. ont egalement decrits des dextrans 

35 fonctionnalises par un hydrophobe (Durand, A. et al., Biomacromolecules 2006, 
7, 958-964.)(Durand, Alain et al., Colloid Polym.ScL 2006, 284 t 536-545.) 
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obtenus par reaction des fonctions hydroxyles du dextran sur des epoxydes 
(phenylglycidyl ether, 1 ,2-epoxyoctane ou 1,2-epoxydodecane). Les polymeres 
decrits ne sont done pas bifonctionnalises et n'ont pas de radical imidazolyle. 

Bauer et al. decrivent des dextrans fonctionnalises par des acides 
5 gras, C10 a C14, dans le brevet US5,750,678. Ces polymeres sont egalement 
monofonctionnalises. 

Une revue recente des polymeres fonctionnels a base de dextrans 
(Heinze, Thomas et al., Adv Polym Sci 2006, 205, 199-291 .) ne fait pas etat de 
dextran bifonctionnalise par un hydrophobe et un radical imidazolyle. 

10 

On connait egalement de WO92/20349, des compositions 
insolubles dans I'eau par modification chimique de polysaccharides anioniques 
par des nucleophiles. Parmi les nucleophiles, figurent Thistidine et certains de 
ses derives mais ces polymeres sont monofonctionnels. 

15 

Ainsi aucun polysaccharide, et plus particulierement aucun dextran 
bifonctionnalise selon Tinvention n'est connu de Tart anterieur, 

[.'invention conceme done un polysaccharide bifonctionnalise par au 
20 moins un radical imidazolyle Im et au moins un groupement hydrophobe Hy, 
lesdits radical et groupement etant chacun, identique et/ou different, et, greffes 
ou lies au polysaccharide par un ou plusieurs bras de liaison R, Ri ou Rh et 
fonctions F, Fi ou Fh, 

25 Dans un mode de realisation, le polysaccharide selon Tinvention est choisi 
dans le groupe constitue par les hyaluronanes, les alginates, les chitosans, les 
galacturonanes, la chondroitin-sulfate, les dextrans, les carboxymethyldextrans 
ou les carboxymethylcelluloses. 

30 Dans un mode de realisation, le polysaccharide selon I'invention 

est choisi dans le groupe constitue par les hyaluronanes, les alginates, les 
chitosans, les carboxymethyldextrans. 

Dans un mode de realisation, le polysaccharide selon Invention 
35 est choisi dans le groupe constitue par les dextrans, les 
carboxymethyldextrans. 
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L'invention concerne done un dextran et/ou derive du dextran, 
bifonetionnalise par au moins un radical imidazolyle Im et au moins un 
groupement hydrophobe Hy, lesdits radical et groupement etant chacun, 
identique et/ou different, et, greffes ou lies au dextran et/ou derive du dextran 
par un ou plusieurs bras de liaison R, Ri ou Rh et fonctions F, Fi ou Fh, 

• R represente un bras de liaison constitue d'une liaison chimique ou 
d'une chaTne comprenant entre 1 et 18 atomes de carbone, 
eventuellement branchee et/ou insaturee comprenant un ou plusieurs 
heteroatomes, tels que O, N ou/et S, 

R sera denomme Ri lorsqu'il porte un radical imidazolyle et Rh 
lorsqu'il porte un groupement hydrophobe, Ri et Rh etant 
identiques ou differents, 

• F represente une fonction choisie parmi les fonctions ester, thioester, 
amide, carbonate, carbamate, ether, thioether ou amine, 

F sera denomme Fi lorsqu 'elle porte un radical imidazolyle et Fh 
lorsqu'elle porte un groupement hydrophobe, Fi et Fh etant 
identiques ou differents. 

• Im represente un radical imidazolyle, eventuellement substitue sur I'un 
des carbones par un groupement alkyle (Alky) en C1 a C4, de formule 



• Hy represente un groupement hydrophobe choisi parmi les 
groupements : 

• alkyle lineaire ou ramifie en C8 a C30, eventuellement insature 
et/ou contenant un ou plusieurs heteroatomes tels que 0, N ou 




Ri 



Ri 



S. 
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• alkylaryle ou arylalkyle lineaire ou ramifie en C8 a C30, 
eventuellement insature et/ou contenant eventuellement un 
heteroatome 

• polycyclique en C8 a C30 eventuellement insature, 

ledit dextran et/ou derive du dextran etant amphiphile lorsqu'il est en 
solution. 



Dans un mode de realisation, il est amphiphile a pH acide. 

10 

On entend par dextran selon I'invention dans la suite du texte le 
dextran et les derives de dextran. 

Les derives de dextran sont dans un mode de realisation choisis 
parmi les derives carboxyles. 
15 Les derives carboxyles du dextran sont plus particulierement 

choisis parmi les carboxymethyldextrans et les produits de reaction entre 
I'anhydride succinique et le dextran. 

Selon I'invention le dextran et/ou derive du dextran bifonctionnalis§ 
20 peut repondre aux formules generates suivantes : 









Dextran 
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1 
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Ri 






Rh 
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In 




1 

Hy 


h 








i 





Formule I 

25 

n est compris entre 1 et 3, 

i represente la fraction molaire de radical imidazolyle par rapport a 
une unite monosaccharidique, comprise entre 0.1 et 0.9, 

h represente la fraction molaire de groupement hydrophobe par 
30 rapport a une unite monosaccharidique comprise entre 0.01 et 0.5. 
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Dextran 



1 ~ 

Fi 
1 




— r~ 

F 


Ri 
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, A 

Im Hy 


[Hn 






i 





Formule II 



5 n est compris entre 1 et 3, 

i represente la fraction molaire de radical imidazolyle par rapport a 
une unite monosaccharidique, comprise entre 0 et 0.9, 

k represente la fraction molaire de groupement hydrophobe par 
rapport a une unite monosaccharidique comprise entre 0.01 et 0.5. 

10 

De fagon surprenante, les dextrans bifonctionnalises par au moins 
un radical imidazolyle et au moins un groupe hydrophobe selon I'invention 
prennent en masse a pH physiologique tout en permettant la retention du PA 
dans le polymere. Ainsi, les principes actifs sont retenus au site d'injection in 
15 vivo sans etre ni degrades ni denatures. 

Par prise en masse, il est entendu que le polymere peut soit former 
un solide, soit former un hydrogel. 

20 Un hydrogel est un type de colloi'de obtenu en milieu aqueux, dans 

lequel un liquide contient un solide formant un fin reseau qui s'etend dans tout 
le systeme. Les phases solides et liquides y sont continues. 

Deux types de dextrans bifonctionnalises repondent a cette 
25 invention, les dextrans cationiques et les dextrans anioniques. 

Les dextrans cationiques selon I'invention ont la propriete de former 
une solution homogene dans un intervalle de pH inferieur a 6, et de prendre en 
masse a pH proche du pH physiologique. 
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A pH voisin du pH physiologique, tout ou partie des segments 
imidazoles charges et done hydrophiles va se transformer en segments 
neutres, ce qui entrame sa prise en masse. 

Get effet de prise en masse peut etre combine avec un effet de 
5 reticulation physique par coordination des noyaux imidazolyles du polymere, et 
eventuellement presents sur le principe actif, a des metaux de transition 
polyvalents tels que le zinc. Cette coordination n'a lieu qu'a pH superieur a 6. 

Les dextrans anioniques selon Tinvention ont la propriete de former 
10 une solution homogene a pH neutre et de prendre en masse a pH proche du 
pH physiologique en presence de sels de metaux de transition. 

Lorsqu'ils forment une solution homogene, les dextrans selon 
Tinvention sont amphiphiies et done solubilises sous forme de micelles et/ou de 
15 nanoparticules. 

A pH voisin du pH physiologique, la prise en masse induite par un 
effet de reticulation physique se produit par coordination des noyaux 
imidazolyle du polymere, et eventuellement presents sur le principe actif, a des 
metaux de transition polyvalents tels que le zinc. 

20 

Le schema suivant represente le mode d'action des sels de metaux 
a pH physiologique avec les imidazoles portes par le polymere ou le PA. 
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pH acide (<6) 



pH neutre (environ 7) 



Dextran 



n — * 

H 



+ ZnCL 



pas d'effet 



H + 



+ H+ 



Dextran 



ty 

N— ^ 
H 



+ ZnCl 2 



H 



reticulation des chaines 
de polymere 



En fonction des proprietes des polymeres permettant d'obtenir les 
prises en masse a pH physiologique, les formulations injectables seront 
5 realisees dans les zones de pH dans lesquelles lesdits polymeres forment une 
solution homogene. 

Dans un mode de realisation, le dextran et/ou derive de dextran 
selon ('invention est caracterise en ce que le groupe Ri, lorsqu'il n'est pas une 
10 liaison est choisi dans les groupes suivants : 




R1 = H, COOH, COOR2, C0NH2 R3 = H ^ Hy 

R2 etant choisi parmi les radicaux alkyle comprenant de 1 a 18 
atomes de carbone. 

15 
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Dans un mode de realisation le dextran et/ou derive de dextran 
selon Pinvention est caracterise en ce que le groupe Ri est une liaison. 

Dans un mode de realisation, le dextran et/ou derive de dextran 
5 selon Tinvention est caracterise en ce que le groupement Imidazole-Ri est 
choisi parmi les groupements obtenus par greffage d'un ester de Phistidine, de 
Phistidinol, de Phistidinamide ou de Phistamine. 

Ces derives de Pimidazole peuvent etre representees comme suit : 

10 



H 2 N \^C0 2 R 






Ester de I'histidine Histidinol Histidinamide Histamine 

R=Et, [93923-84-3] 11596-64-1] [71666-95-0] [51-45-6] 

R=Me, [7389-87-9] 



Dans un mode de realisation, le dextran et/ou derive de dextran 
15 selon Pinvention est caracterise en ce que Hy sera choisi dans le groupe 
constitue par les acides gras, les alcools gras, les amines grasses, les derives 
du cholesterol dont Pacide cholique, les phenols dont Palpha-tocopherol. 

Dans un mode de realisation, le dextran et/ou derive de dextran 
20 selon Pinvention est caracterise en ce que le groupe Rh lorsqu'il n'est pas une 
liaison est choisi dans les groupes : 



o 




25 Dans un mode de realisation le dextran et/ou derive de dextran 

selon Pinvention est caracterise en ce que le groupe Rh est une liaison. 
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Dans un mode de realisation le dextran et/ou derive de dextran 
selon I'invention est caracterise en ce que le groupe Ri, lorsqu'il n'est pas une 
liaison est choisi dans les groupes 



RyR1 
Im 

n = 1-6 

5 R1 = H, COOH, COOR2, C0NH2 R3 = H R2 , Hy 

R2 etant choisi parmi les radicaux alkyle comprenant de 1 a 18 
atomes de carbone. 





et le groupe Rh est uhe liaison. 

10 

Dans un mode de realisation, le dextran et/ou derive de dextran 
selon I'invention est caracterise en ce que le groupement Imidazole-Ri est 
choisi parmi les esters de I'histidine, I'histidinol, I'histidinamide ou I'histamine. 

Dans un mode de realisation, le dextran et/ou derive de dextran 
15 selon I'invention est caracterise en ce que Hy sera choisi dans le groupe 
constitue par les acides gras, les alcools gras, les amines grasses, les derives 
du cholesterol dont I'acide cholique, les phenols dont I'alpha-tocopherol, les 
acides amines hydrophobes. 

Les acides amines hydrophobes sont choisis parmi les derives du 
20 tryptophane tel que Tester ethylique du tryptophane, les derives de la 
phenylalanine, les derives de la leucine, les derives de la valine, les derives de 
I'isoleucine. 

Le dextran et/ou derive de dextran peut avoir un degre de 
25 polymerisation m compris entre 10 et 10000. 

Dans un mode de realisation il a un degre de polymerisation m 

compris entre 10 et 1000. 

Dans un autre mode de realisation il a un degre de polymerisation 

m compris entre 10 et 500. 
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L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant Tun des dextrans et/ou derives de dextran selon l'invention tel que 
decrit precedemment et au moins un principe actif. 

On entend par principe actif un produit sous forme d'entite 
5 chimique unique ou sous forme d'une combinaison ayant une activite 
physiologique. Ledit principe actif peut etre exogene c'est a dire qu'il est 
apporte par la composition selon ['invention. II peut egalement etre endogene, 
par exemple les facteurs de croissance qui vont etre secretes dans une plaie 
pendant la premiere phase de cicatrisation et qui pourront etre retenus sur 
10 ladite plaie par la composition selon Invention. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant Tun des dextrans et/ou derives de dextran selon invention tel que 
decrit precedemment et un sel de metal de transition. 
15 Dans un mode de realisation le metal de transition est choisi dans le groupe 
constitue par le zinc, le fer, le cuivre et le cobalt. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
selon Tinvention telle que decrite precedemment caracterisee en ce qu'elle se 
20 presente sous forme d'une solution homogene ou d'une suspension dans Peau 
& pH inferieur a 6. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique selon 

Tinvention telle que decrite precedemment caracterisee en ce que la solution 

homogene et/ou la suspension a pH inferieur 6 est constitute de micelles et/ou 
25 nanoparticules. On entend par nanoparticules des objets en suspension dans 

I'eau dont le diametre moyen est inferieur a 600 nm. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 

selon l'invention telle que decrite precedemment, caracterisee en ce qu'elle se 

presente sous forme d'une suspension de microparticules dans I'eau a pH 
30 voisin du pH physiologique. On entend par microparticules des objets dont le 

diametre moyen est superieur a 600 nm et par pH voisin du pH physiologique, 

un pH compris entre 6 et 8. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 

selon l'invention telle que decrite precedemment caracterisee en ce qu'elle est 
35 administrable par voie intraveineuse, intramusculaire, intraosseuse, sous- 

cutanee, transdermique, oculaire. 
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L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
selon l'invention telle que decrite precedemment caracterisee en ce qu'elle est 
administrable par voie orale, nasale, vaginale, buccale. 

5 L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 

selon l'invention telle que decrite precedemment caracterisee en ce qu'elle se 
presente sous forme solide. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
selon l'invention telle que decrite precedemment, caracterisee en ce qu'elle est 
10 obtenue par prise en masse controlee par le pH. 

Dans un mode de realisation la prise en masse est realisee a pH 
superieur a 6,5. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
selon l'invention telle que decrite precedemment, caracterisee en ce qu'elle est 
15 obtenue par sechage et/ou lyophilisation. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
selon l'invention telle que decrite precedemment, caracterisee en ce qu'elle est 
administrable sous forme de stent, de film ou « coating » de biomateriaux 
implantables, d'implant. 

20 

L'invention concerne egalement une composition telle que decrite 
precedemment caracterisee en ce qu'elle subit une reticulation physique au 
site d'injection. 

L'invention concerne egalement une composition telle que decrite 
25 precedemment caracterisee en ce qu'elle permet la retention du principe actif 
au site d'injection. 

Les compositions pharmaceutiques selon l'invention sont obtenues 
par les techniques de galenique classiques connues de I'homme de I'art et 
30 seront preparees soit industriellement soit extemporanement. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
selon l'invention telle que decrite precedemment caracterisee en ce que le 
35 principe actif est choisi dans le groupe constitue par les proteines, les 
glycoproteines, les peptides et les molecules therapeutiques non-peptidiques. 
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Selon Pinvention, les proteines ou glycoproteins sont choisies 
parmi les hormones telle que 1'insuline, FhGH, parmi les facteurs de croissance 
tels que les membres de la super famille des Transforming Growth Factors-p 
(TGF-(3) comme les Bone Morphogenic Proteins (BMP), les Platelet Derived 
Growth Factors (PDGF), les Insulin Growth Factors (IGF), les Nerve Growth 
Factors (NGF), les Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF), les 
Fibroblasts Growth Factors (FGF), les Epidermal Growth Factors (EGF), les 
cytokines du type Interleukines (IL) ou interferons (1FN). 

Parmi les applications medicales en therapeutique on peut citer : 

• la liberation locale de PA tels que des facteurs de croissance comme 
les TGF, les BMP, les PDGF, les NGF, les VEGF, les IGF, les FGF, 
les EGF, 

15 • la liberation systemique de PA tels que des proteines comme 

I'insuline, Thormone de croissance, I'EPO, les IL, les IFN, 

• ['administration in vivo de cellules, 

• la culture cellulaire in vitro, 

• la cicatrisation dans laquelle les PA sont des facteurs de croissance 
20 endogenes. 

Les compositions selon Tinvention teiles que decrites 
precedemment dans lesquelles le principe actif est choisi dans le groupe 
constitue par les proteines, les glycoproteines, les peptides et les molecules 
therapeutiques non-peptidiques, comprennent entre 0.005% et 2% en poids de 
25 principe actif par rapport au poids total de la composition. 



Dans un mode de realisation, les compositions comprennent entre 
0.01% et 0.5% en poids de proteines, glycoproteines, peptides et molecules 
therapeutiques non-peptidiques par rapport au poids total de la composition 

30 

Parmi les applications medicales citees dans la liberation locale de 
facteurs de croissance, en particulier des BMP, les traitements locaux des os 
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fragilises par I'osteoporose sont vises. Ces traitements consistent a regenerer 
les os les plus "prompts a se casser car soumis a de fortes contraintes 
physiques, en particulier, les handles, les poignets et les vertebres. Ces 
traitements sont a la fois curatifs dans le cas de fractures et preventifs dans les 
5 situations a fort risque. 

L'invention concerne ainsi I'utilisation des dextrans et/ou derives de 
dextrans et/ou des compositions selon l'invention pour le traitement ou la 
formulation de medicaments destines aux traitements locaux des os fragilises 
par I'osteoporose. 

10 

Dans ce cas particulier, la composition comprend entre 0.005% et 
2% de BMP par rapport au poids total de la composition. 

Dans un mode de realisation, la composition comprend entre 
15 0.01 % et 0.5% de BMP par rapport au poids total de la composition 

Parmi les applications medicales citees dans la liberation locale de 
facteurs de croissance, en particulier des NGF ou des TGF-p, les traitements 
pour la regeneration des tissus nerveux sont vises. 
20 L'invention concerne ainsi I'utilisation des dextrans et/ou derives de 

dextrans et/ou des compositions selon l'invention pour le traitement ou la 
formulation de medicaments destines a la regeneration des tissus nerveux. 

Dans ce cas particulier, la composition comprend entre 0.005% et 
25 2% de NGF ou de TGF-p par rapport au poids total de la composition. 

Dans un mode de realisation, la composition comprend entre 
0.01% et 0.5% de NGF ou de TGF-p par rapport au poids total de la 
composition 

30 

Parmi les applications medicales citees dans la liberation locale de 
facteurs de croissance, en particulier des TGF-p, des PDGF ou des VEGF, les 
traitements pour la regeneration des tissus cardio-vasculaires sont vises. 

L'invention concerne ainsi I'utilisation des dextrans et/ou derives de 
35 dextrans et/ou des compositions selon l'invention pour le traitement ou la 
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formulation de medicaments destines a la regeneration des tissus 
cardiovasculaires. 

Dans ce cas particulier, la composition comprend entre 0.005% et 
2% de VEGF ou de TGF-p par rapport au poids total de la Composition. 

5 

Dans un mode de realisation, la composition comprend entre 
0.01% et 0.5% de VEGF ou de TGF-p par rapport au poids total de la 
composition 

10 Parmi les applications medicales citees dans la liberation locale de 

facteurs de croissance, en particulier des PDGF ou des FGF, les traitements 
pour la regeneration des tissus de la peau sont vises. 

L'invention concerne ainsi I'utilisation des dextrans et/ou derives de 
dextrans et/ou des compositions selon l'invention pour le traitement ou la 

15 formulation de medicaments destines a la regeneration des tissus de la peau. 

Dans ce cas particulier, la composition comprend entre 0.005% et 
2% de PDGF ou de FGF par rapport au poids total de la composition. 

20 Dans un mode de realisation, la composition comprend entre 

0.01% et 0.5% de PDGF ou de FGF par rapport au poids total de la 
composition 



25 Selon l'invention, les proteines sont choisies dans le groupe 

constitue par I'insuline ou I'hormone de croissance hGH. 

Selon l'invention, les molecules therapeutiques non-peptidiques 
sont choisies dans le groupe constitue par les anticancereux comme le Taxol 
ou le cis-platine. 

30 Dans ce cas particulier, la composition comporte entre 0.005% et 

2% d'insuline ou d'hormone de croissance hGH par rapport au poids total de la 
composition. 

Dans un mode de realisation, la composition comprend entre 
35 0.01% et 0.5% d'insuline ou d'hormone de croissance hGH par rapport au 
poids total de la composition 
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Selon I'invention le principe actif est choisi dans le groupe des 
peptides choisis parmi le leuprolide ou des sequences courtes de la 
ParaThyroTdeHormone (PTH). 

5 



Les compositions pharmaceutiques selon I'invention se presentent 
soit sous forme liquide (nanoparticules ou microparticules en suspension dans 
I'eau ou dans des melanges de solvants), soit sous forme de poudre, d'implant, 
10 de film, de gels ou de cremes. 



Dans le cas des liberations locale et systemique, les modes 
d'administration envisages sont par voie sous-cutanee, intradermique, 
intramusculaire, orale, nasale, vaginale, oculaire, buccale, etc... 

15 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention peuvent ainsi etre 
employees pour former un implant contenant un ou plusieurs principes actifs 
pharmaceutiques pour leur liberation controlee durant une longue periode de 
temps. Cette application est particulierement avantageuse pour le traitement 
20 des tumeurs solides avec un anticancereux ou pour la regeneration cellulaire. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
reticulee physiquement au site d'injection comprenant un principe actif choisi 
dans le groupe constitue par les proteines, les glycoproteines, les peptides et 
25 les molecules therapeutiques non-peptidiques. 

L'invention concerne egalement {'utilisation des dextrans et/ou 
derives de dextrans bifonctionnalises selon l'invention pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques telles que decrites precedemment. 

30 

Exemple 1 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par Tester ethylique 
de I'histidine et la benzylamine 

Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 1.0) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
35 de chloroformate d'isobutyl dans la NMP. La benzylamine puis Tester ethylique 
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de I'histidine sont greffes sur ce polymere active. Le polymere obtenu a la 
structure suivante. 




1. Agent de couplage 

2. BnNH 2 , HisOEt 




R = H ou CH 3 COOH 



R « H ou CH 2 CONHBn ou CH 2 COHisOEt 
HisOEt = " 



^N^^C0 2 Et 



H 



Le taux de fonctions acides modifiees par : 

- I'ester ethylique de I'histidine est de 55%, 

- la benzylamine est de 45% 

Le taux d'acides non modifies est nul. 



10 



Exemple 2 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par I'ester ethylique 
de I'histidine et la dodecylamine 

Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 1.0) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
15 de chloroformate d'isobutyl dans le DMF. L'ester ethylique de I'histidine et la 
dodecylamine sont greffes sur ce polymere active. Le polymere obtenu a la 
structure suivante. 
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R = H ou CH 2 COOH 



* 



or}/ 



O Jm 



1. Agent de couplage 

2. HisOEt, C 12 NH 2 




OR\/ 
O Jm 



* 



R = H ou CH 2 CONHC 12 ou CH 2 COHisOEt 



HisOEt = 




N \^0O 2 Et 



Le taux de fonctions acides modifiees par : 
- Tester ethylique d'histidine est de 85% 
5 - la dodecylamine est de 10% 

Le taux d'acides non modifies est de 5%. 

Exemple 3 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par I'histidinamide et 
la benzylamine 

10 Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 1.0) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
de chloroformate d'isobutyl dans la NMP. L'histidinamide et la benzylamine 
sont greffes sur ce polymere active. Le polymere obtenu a la structure 
suivante. 



15 
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Le taux de fonctions acides modifiees par : 

- I'histidinamide est de 65%, 
5 - la benzylamine est de 30% 

Le taux d'acides non modifies est de 5%. 

Exemple 4 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par Tester ethylique 
de I'histidine et Tester ethylique du tryptophane 

10 Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 1 .0) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
de chloroformate d'isobutyl dans le DMF a 0°C. L'ester ethylique de I'histidine 
et Tester ethylique du tryptophane sont greffes sur ce polymere active. Le 
polymere obtenu est caracterise par un taux de fonctions acides modifiees par : 

15 - Tester ethylique de I'histidine de 70%, 

- Tester ethylique du tryptophane de 30% 
Le taux d'acides non modifies est nul. 

Exemple 5 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par Tester ethylique 
20 de I'histidine et Tester ethylique du tryptophane 

Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 0.7) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
de chloroformate d'isobutyl dans le DMF a 0°C. L'ester ethylique de I'histidine 
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Tester ethylique du tryptophane sont greffes sur ce polymere active. Le 
polymere obtenu est caracterise par un taux de fonctions acides modifiees par : 

- I'ester ethylique de I'histidine de 60%, 

- Tester ethylique du tryptophane de 40% 
5 Le taux d'acides non modifies est nul. 

Exemple 6 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par Tester ethylique 
de I'histidine et la benzylamine 

Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 1.0) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
10 de chloroformate d'isobutyl dans le DMF a 0°C. L'ester ethylique de I'histidine 
et la benzylamine sont greffes sur ce polymere active. Le polymere obtenu a la 
structure suivante. 
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Le taux de fonctions acides modifiees par : 
5 - Tester ethylique de I'histidine est de 10%, 
- la benzylamine est de 45% 
Le taux d'acides non modifies est de 45%. 



Exemple 7 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par Tester ethylique 
10 de I'histidine et la benzylamine 

Les fonctions acides d'un carboxymethyldextran (degre moyen d'acide par 
unite glycosidique de 1 .0) sont activees en presence de N-MethylMorpholine et 
de chloroformate d'isobutyl dans le DMF a 0°C. Lester ethylique de I'histidine 
(0,2 equivalent par rapport aux acides) et la benzylamine (0,45 equivalent par 
15 rapport aux acides) sont greffes sur ce polymere active. Le polymere obtenu a 
la structure suivante. 
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OR\/ 
O Jm 



* 



R = H ou CH 2 COOH 



1. Agent de couplage 

2. HisOEt, BnNH 2 




* 



R = H oil CH 2 CONHBn ou CH 2 COHisOEt 
H 

HisOEt = ^N v .C0 2 Et 




OR\/ 



O Jm 



Le taux de fonctions acides modifiees par : 

- Tester ethylique de I'histidine est de 30%, 

- la benzylamine est de 45% 

Le taux d'acides non modifies est de 25%. 

Exemple 8 : Synthese d'un carboxymethyldextran modifie par la benzylamine 

Le polymere est prepare selon le brevet US6.646.120. Le taux de fonctions 
acides modifiees par la benzylamine est de 40%. 



Exemple 9 : Etude de solubilite des polymeres en fonction du pH 

Les polymeres decrits dans les exemples precedents (1 a 8) ont ete mis en 
solution a pH acide, pH inferieur a 6. La deuxieme colonne du tableau decrit 
I'etat des solutions de polymeres a pH acide. Ensuite, ces solutions a pH acide 
sont dispersees dans un milieu tamponne a pH neutre (tampon PBS). La 
troisieme colonne du tableau decrit I'etat des solutions a pH neutre. 
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Polymere 


Dextran 
bifonctionalise 


a pH acide (<6) 


A pH neutre (pH = 7.2) 


1-5 


Cationique 


Homogenes et 
fluides 


Milieu biphasique 


6-7 


Anionique 




Homogenes et fluides 


8 




Homogene et fluide 


Homogene et fluide 



Dans le cas des polymeres obtenus aux exemples 1 a 5, a pH neutre deux 
phases coexistent, une de polymere pris en masse et une solution d'eau 
limpide. Dans le cas des polymeres obtenus dans les exemples 6 et 7, il n'y a 
5 qu'une seule phase, qui est une solution homogene et plus diluee de polymere. 
L'absence ou !a faible fonctionnalisation du polymere par les noyaux 
imidazoles ne permet pas la prise en masse a pH neutre. 

Exemple 10 : Etude de la prise en masse en presence de ZnCI2 

10 Les polymeres decrits dans les exemples precedents (1 a 8) ont ete solubilises 
dans I'eau, a pH acide pour les polymeres 1 a 5, a pH neutre pour les 
polymeres 6 a 8. Pour les polymeres 1 a 5, le ZnCI2 est ajoute a la solution de 
polymere a pH acide. Le nombre de ZnCI2 est de 1 pour 2 imidazoles. Les 
solutions a pH acide des polymeres 1 a 5 contenant le ZnCI2 sont dispersees 

15 dans un milieu tamponne a pH neutre (tampon PBS). Les solutions des 
polymeres 6 a 8 a pH neutre sont dispersees dans un milieu tamponne a pH 
neutre (tampon PBS) contenant du ZnCI2. La troisieme colonne du tableau 
decrit I'etat des solutions de polymeres a pH neutre en presence de ZnCI2. 



Polymere 


a pH acide (<6) + ZnCI2 


A pH neutre 


1-5 


Homogenes et fluides 


Milieu biphasique 


6-7 




Milieu biphasique 


8 




Homogene et fluide 



20 



La reticulation physique par coordination du zinc par les imidazoles des 
polymeres obtenus aux exemples 1-5 conduit a une prise en masse aussi 
efficace voire accrue. Les polymeres 6 et 7 precipitent en presence des ions 
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zinc a pH neutre alors qu'ils ne precipitaient pas en absence de ces ions. Le 
polymere obtenu a I'exemple 8 qui etait soluble quel que soit le pH n'est pas 
sensible a la presence de sel de metal de transition. La faible fonctionnalisation 
du polymere par les noyaux imidazoles permet la prise en masse par 
5 I'intermediaire du ZnCI2 a pH neutre. En revanche, 1'absence de la 
fonctionnalisation du polymere par les noyaux imidazoles ne permet pas la 
prise en masse par I'intermediaire du ZnCI2 a pH neutre. 

Exemple 1 1 : Etude de la distribution des sels de metaux de transition entre le 
10 solide et la solution 

Afin de pouvoir demontrer que tous les sels de metaux sont bien pieges dans 
la phase de polymere qui a prise en masse a pH physiologique, la distribution 
du chlorure de zinc(ll) a ete etudiee. La solution de ce sel est incolore. Au 
polymere obtenu a I'exemple 1 solubilise a pH acide est ajoute un demi 

15 equivalent de ZnCI2 par rapport aux imidazoles. La solution est homogene et 
incolore. Puis, cette solution est dispersee dans un milieu tamponne a pH 
neutre (tampon PBS). Le precipite qui se forme instantanement est blanc et le 
surnageant est limpide et incolore. Ce dernier est analyse par extrait sec et 
confirme I'absence de sel de zinc dans cette phase. Ceci demontre le piegeage 

20 quantitatif des sels de metal dans le solide forme par le polymere a. pH neutre. 
Dans le cas du polymere obtenu a I'exemple 8, la solution homogene obtenue 
a pH neutre contient des sels de zinc. 

Exemple 12 : Etude de la sequestration d'une proteine dans le solide forme par 
25 le polymere a pH neutre 

La sequestration du cytochrome C, proteine rouge, dans les phases de 
polymere a pH physiologique a ete etudiee. Pour cela, une solution du 
polymere obtenu a I'exemple 1 a pH acide a ete preparee (30 mg/ml). Le 
cytochrome C a ete solubilise a 10 mg/ml. La solution de cette proteine est 
30 rouge. A 30 mg du polymere obtenu a I'exemple 1 solubilise a pH acide sont 
ajoutes 2 mg de la proteine. La solution est homogene et rouge. Puis, cette 
solution est dispersee dans un milieu tamponne a pH neutre (tampon PBS). Le 
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precipite qui se forme instantanement est rouge alors que le surnageant est 
limpide et incolore. Ceci demontre la sequestration quantitative de la proteine 
dans le solide forme par le polymere a pH neutre. 

Cette experience a ete renouvelee avec succes pour d'autres polymeres. En 
5 revanche, dans le cas du polymere obtenu a Texemple 8, la solution a pH 
neutre est rouge et ne contient pas de precipite. 

Exemple 13 : Etude de la sequestration d'une proteine dans le solide forme par 
le polymere a pH neutre en presence de ZnCI2 

10 La sequestration du cytochrome C dans les solides a pH physiologique a ete 
etudiee en presence de ZnCI2. Pour cela, une solution du polymere obtenu a 
I'exemple 1 a pH acide a ete preparee (30 mg/mi). Le cytochrome C a ete 
solubilise a 10 mg/ml. La solution de cette proteine est rouge. Le ZnCI2 a ete 
solubilise a 13.6 mg/ml. A 30 mg du polymere obtenu a Pexemple 1 solubilise a 

15 pH acide sont ajoutes 2 mg de la proteine et 6.8 mg de ZnCI2. La solution 
acide est homogene et rouge. Puis, cette solution est dispersee dans un milieu 
tamponne a pH neutre (tampon PBS). Le precipite qui se forme instantanement 
est rouge alors que le surnageant est limpide et incolore. Ceci demontre la 
sequestration quantitative de la proteine dans le solide forme par le polymere a 

20 pH neutre en presence de ZnCI2. 

Cette experience a ete renouvelee avec succes pour les polymeres obtenus 

aux exemples 1-7. Le sel de metal permet done de former un solide qui 

emprisonne la proteine grace a la reticulation physique des chames de 

polymeres par coordination zinc/imidazole. 

25 Exemple 14 : Etude de la sequestration du PDGF-BB dans le solide forme par 
le polymere a pH neutre en presence de ZnCI2 

La sequestration du PDGF-BB dans le solide a pH physiologique a ete etudiee 
en presence de ZnCI2. Pour cela, une solution du polymere obtenu a I'exemple 
1 a ete preparee a pH acide (20 mg/ml). A 100 (j| de la solution de polymere a 
30 pH acide sont ajoutes 0.02 mg de PDGF-BB et 6.5 mg de ZnCI2. La solution 
acide est homogene et limpide. Puis, cette solution est dispersee dans un 
milieu tamponne a pH neutre (10 volumes de tampon PBS 30 mM). Le 
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precipite se forme rapidement. Le PDGF-BB contenu dans le sumageant est 
dose par ELISA apres centrifugation du milieu heterogene. La concentration en 
PDGF-BB dans le surnageant est inferieure a 0.2 ug/ml alors qu'elle est de 2 
ug/ml dans le controle sans polymere. II y a done bien une sequestration quasi 
5 quantitative de la proteine, superieure a 90%, dans le solide forme par le 
polymere a pH neutre en presence de ZnCI2. 

Exemple 15 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + BMP-2 

Une solution n° 1 du polymere obtenu a I'exemple 1 a une concentration de 50 
10 mg/ml est preparee a pH 5. Une solution n° 2 de BMP-2 a une concentration de 
1 mg/ml est preparee a pH 7. L'osmolarite de chaque solution est ajustee a 300 
mOsm par I'ajout de NaCI. Ces solutions sont conservees a 4°C. Une heure 
avant I'injection dans le col du femur d'un patient, une solution n° 3 est 
preparee par le melange de 0.9 ml de la solution n° 1 et de 0.1 ml de la solution 
15 n° 2. La solution obtenue est homogene et a un pH proche de 5. 

Exemple 16 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + ZnCI2 + BMP-2 

Les solutions n° 1 et 2 telles que decrites dans I'exemple 15 ont leur osmolarite 
ajustee par ajout de ZnCI2. Puis la solution finale n°3 est preparee 
20 extemporanement de la facon decrite dans I'exemple 1 5. 

Exemple 17 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + BMP-2 

La solution finale n°3 telle que decrite dans I'exemple 15, peut etre preparee 
extemporanement a partir du polymere obtenu a I'exemple 1 lyophilise et de la 
25 BMP-2 lyophilisee. L'osmolarite de la solution finale est ajustee a 300 mOsm 
par ajout de NaCI. Le polymere a un pouvoir tampon et conduit a une solution 
dont le pH est proche de 5. Cette solution finale est limpide. 

Exemple 18 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + ZnCI2 + BMP-2 

30 La solution finale n°3 telle que decrite dans I'exemple 15, peut §tre preparee 
extemporanement a partir du polymere obtenu a I'exemple 1 lyophilise et de la 
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BMP-2 lyophilisee. Dans ce cas, I'osmolarite de la solution finale est ajustee a 
300 mOsm par ajout de ZnCI2. Cette solution finale est limpide. 

Exemple 19 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + BMP-2 

5 La formulation peut etre preparee extemporanement par la solubilisation de 0.1 
mg de BMP-2 lyophilisee dans 1 ml de solution de polymere obtenu a 
I'exemple 1 a 45 mg/ml, a pH 5 et ajustee a 300 mOsm par I'ajout de NaCI. 
Cette solution finale est limpide. 

10 Exemple 20 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + ZnCl2 + BMP-2 

La solution de polymere obtenu a I'exemple 1 a 45 mg/ml et a pH 5 telle que 
decrit dans I'exemple 17 est ajustee a 300 mOsm par I'ajout de ZnCl2. 
Extemporanement 0.1 mg de BMP-2 lyophilisee est dissout dans 1 ml de 
solution de polymere. Cette solution finale est egalement limpide. 

15 



WO 2007/1 16143 



PCT/FR2007/000595 



29 

Exemple 21 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + PDGF-BB 
II s'agit dans ce cas de la preparation d'une formulation de polymere obtenu a 
I'exemple 1 et de PDGF-BB. Cette formulation est preparee selon Tune des six 
methodes decrites dans les exemples 15 a 20. La formulation contient 45 mg 
5 de polymere et 0.1 mg de PDGF-BB pour 1 ml de solution. Cette solution est 
limpide et a un pH proche de 5. 

Cette formulation est employee dans le traitement des ulceres de pied de 
patient diabetique. 

10 Exemple 22 : Formulation polymere obtenu a I'exemple 1 + hGH 

II s'agit dans ce cas de la preparation d'une formulation de polymere obtenu a 
I'exemple 1 et d'hGH. Cette formulation est preparee selon I'une des six 
methodes decrites dans les exemples 15 a 20. La formulation contient 45 mg 
de polymere et 5 mg d'hGH pour 1 ml de solution. Cette solution est limpide et 
15 a un pH proche de 5. 

Cette formulation est injectee une fois par semaine a des patients. 
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REVENDICATIONS 



1. Dextran et/ou derive du dextran, bifonctionnalise par au moins un 
radical imidazolyle Im et au moins un groupement hydrophobe Hy, lesdits 
radical et groupement etant chacun, identique et/ou different, et, greffes ou lies 
au dextran et/ou derive du dextran par un ou plusieurs bras de liaison R, Ri ou 
Rh et fonctions F, Fi ou Fh, caracterise en ce que : 

• R represente un bras de liaison constitue d'une liaison chimique ou 
d'une chaine comprenant entre 1 et 18 atomes de carbone, 
eventuellement branchee et/ou insaturee comprenant un ou plusieurs 
heteroatomes, tels que O, N ou/et S, 

R sera denomme Ri lorsqu'il porte un radical imidazolyle et Rh 
lorsqu'il porte un groupement hydrophobe, Ri et Rh etant 
identiques ou differents, 

• F represente une fonction choisie parmi les fonctions ester, thioester, 
amide, carbonate, carbamate, ether, thioether ou amine, 

F sera denomme Fi lorsqu *elle porte un radical imidazolyle et Fh 
lorsqu 'elie porte un groupement hydrophobe, Fi et Fh etant 
identiques ou differents. 

• Im represente un radical imidazolyle, eventuellement substitue sur Tun 
des carbones par un groupement alkyle (Alky) en C1 a C4, de formule 



Ri 



Ri 




• Hy represente un groupement hydrophobe choisi parmi les 
groupements : 
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• alkyle lineaire ou ramifie en C8 a C30, eventuellement insature 
et/ou contenant un ou plusieurs heteroatomes tels que O, N ou 
S. 

• alkylaryle ou arylalkyle lineaire ou ramifie en C8 a C30, 

5 eventuellement insature et/ou contenant eventuellement un 

heteroatome 

• polycycl iquee en C8 a G30 eventuellement insature, 

ledit dextran et/ou derive du dextran etant amphiphile lorsqu'il est en 
10 solution. 

2. Dextran et/ou derive du dextran, selon la revendication 1, caracterise 
en ce que les derives de dextran sont choisis parmi les derives carboxyles 

15 3. Dextran et/ou derive du dextran, selon la revendication 2, caracterise 

en ce que les derives carboxyles de dextran sont choisis parmi les 
carboxymethyldextrans et les produits de reaction entre I'anhydride succinique 
et le dextran. 

4. Dextran et/ou derive du dextran selon la revendication 1 caracterise 
20 en ce qu'il repond a la formule generate I 







Dextran 








— 1— ^ 

Fi 

I 

Ri 

[ H. 


i 


1^ 

Fh 

1 

Rh 
1 

Hy 


h 



25 Formule I 

n est compris entre 1 et 3, 

i represente la fraction molaire de radical imidazolyle par rapport a 
une unite monosaccharidique, comprise entre 0.1 et 0.9, 
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h represente la fraction molaire de groupement hydrophobe par 
rapport a une unite monosaccharidique comprise entre 0.01 et 0.5. 



5 5. Dextran et/ou derive du dextran selon la revendication 1 

caracterise en ce qu'il repond a la formule generate II, 







Dextran 








I 

Fi 
I 

Ri 

[H 


i 


—\ 

f 

A 

Im Hy 


k 



Formule II 

10 

n est compris entre 1 et 3, 

i represente la fraction molaire de radical imidazolyle par rapport a 
une unite monosaccharidique, comprise entre 0 et 0.9, 

k represente la fraction molaire de groupement hydrophobe par 
15 rapport a une unite monosaccharidique comprise entre 0.01 et 0.5. 



6. Dextran et/ou derive du dextran selon Tune quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que le groupe Ri, lorsqu'il n'est 
pas une liaison est choisi dans les groupes 

20 

Im. Q R1 

Fk ^R1 




\m 6 

n = 1-6 

R1 = H, COOH, COOR2, CONH2 R3 = H R2 Hy 




R2 etant choisi parmi les radicaux alkyle comprenant de 1 a 18 
atomes de carbone. 

25 
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7. Dextran et/ou derive du dextran selon Tune quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que le groupe Ri est une liaison. 

8. Dextran et/ou derive du dextran e selon Tune quelconque des 
5 revendications precedentes caracterise en ce que le groupe Rh lorsqu'il n'est 

pas une liaison est choisi dans les groupes 



Fh Hy 




10 

9. Dextran et/ou derive du dextran e selon Tune quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que le groupe Rh est une liaison. 

10. Dextran et/ou derive du dextran selon I'une quelconque des 
15 revendications precedentes caracterise en ce que le groupe Ri, est choisi dans 

les groupes 



lm 





n = 1-6 

R1 = H, COOH, COOR2, C0NH2 R3 _ H R2 Hy 

20 R2 etant choisi parmi les radicaux alkyle comprenant de 1 a 18 

atomes de carbone, 

et le groupe Rh est une liaison. 

11. Dextran et/ou derive du dextran selon Tune quelconque des 
25 revendications 1 a 4 ou 6 a 8 caracterise en ce que le groupement Imidazole-Ri 
est choisi parmi les esters de I'histidine, I'histidinol, I'histidinamide ou 
I'histamine. 
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12. Dextran et/ou derive du dextran selon Tune quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que Hy est choisi dans le groupe 
constitue par les acides gras, les alcools gras, les amines grasses, les derives 
du cholesterol dont I'acide cholique, les phenols dont ralpha-tocopherol, les 

5 acides amines hydrophobes. 

13. Composition pharmaceutique comprenant I'un des 
polysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 12 et au moins 
un principe actif . 

10 

14. Composition pharmaceutique comprenant I'un quelconque des 
polysaccharides selon I'une quelconque des revendications 1 a 13, et un sel de 
metal de transition. 

15 15. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 

caracterisee en ce que le metal de transition est choisi dans le groupe 
constitue par le zinc, le fer, le cuivre et le cobalt. 

16. Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des 
20 revendications 13 a 16, caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme 

d'une solution homogene ou d'une suspension dans I'eau a pH inferieur a 6, 5. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16, 
caracterisee en ce que la solution homogene et/ou la suspension est 

25 constitute de micelles et/ou de nanoparticules. 

18. Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des 
revendications 13 a 15, caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme 
d'une suspension de microparticules dans I'eau & pH voisin du pH 

30 physiologique. 

19. Composition pharmaceutique selon I'une quelconque des 
revendications 13 a 18, caracterisee en ce qu'elle est administrate par voie 
intraveineuse, intramusculaire, intraosseuse, sous cutanee, transdermique, 

35 oculaire. 
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20. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des 
revendications 13 a 18, caracterisee en ce qu'elle est administrable par voie 
orale, nasale, vaginale, buccale. 

5 21. Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des 

revendications 13 a 15, caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme 
solide. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 
10 caracterisee en ce qu'elle est obtenue par prise en masse controlee par le pH a 

pH superieur a. 6. 

23. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 
caracterisee en ce qu'elle subit une reticulation physique au site d'injection. 

15 

24. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 
caracterisee en ce qu'elle permet la retention du principe actif au site 
d'injection. 

20 25. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 

caracterisee en ce qu'elle est obtenue par sechage et/ou lyophilisation. 

26. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 21 
a 23, caracterisee en ce qu'elle est administrable sous forme de stent, de film 

25 ou « coating » de biomateriaux implantables, d'implant, de gel, de creme. 

27. Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 13 
a 24, caracterisee en ce que le principe actif est choisi dans le groupe constitue 
par les proteines, les glycoproteines, les peptides et les molecules 

30 therapeutiques non-peptidiques. 

28. Composition pharmaceutique selon la revendication 25, 
caracterisee en ce que les proteines ou glycoproteines sont choisies parmi les 
facteurs de croissance tels que les membres de la super famille des 

35 Transforming Growth Factors-p (TGF-P) comme les Bone Morphogenic 
Proteins (BMP), les Platelet Derived Growth Factors (PDGF), les Insulin 
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Growth Factors (IGF), les Nerve Growth Factors (NGF), les Vascular 
Endothelial Growth Factors (VEGF), les Fibroblasts Growth Factors (FGF), les 
Epidermal Growth Factors (EGF), les cytokines du type des Interleukines (1L) 
ou interferons (I FN). 

5 

29. Composition pharmaceutique selon la revendication 27, 
caracterisee en ce que le principe actif est choisi dans le groupe des peptides 
choisis parmi le leuprolide ou des sequences courtes de la 
ParaThyroTdeHormone PTH. 

10 

30 Composition pharmaceutique selon la revendication 27, 
caracterisee en ce que le principe actif est choisi dans le groupe des molecules 
therapeutiques non-peptidiques telles que les anticancereux comme le Taxol 
ou le cis-platine. 

15 

31. Composition pharmaceutique selon la revendication 27, 
caracterisee en ce que le principe actif est choisi dans le groupe constitue par 
I'insuline ou I'hormone de croissance hGH. 

20 32. Methode de traitement ou formulation de medicaments 

destines a la regeneration des tissus nerveux caracterisee en ce qu'elle 
comprend la mise en oeuvre de dextrans et/ou derives de dextrans selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12 et/ou de compositions selon I'une 
quelconque des revendications 13 a 31 . 

25 

33. Methode de traitement ou formulation de medicaments 
destines a la regeneration des tissus cardiovasculaires caracterisee en ce 
qu'elle comprend la mise en oeuvre de dextrans et/ou derives de dextrans 
selon I'une quelconque des revendications 1 1 a 12 et/ou de compositions selon 

30 I'une quelconque des revendications 13 a 31 . 

34. Utilisation des dextrans et/ou derives de dextrans et/ou des 
compositions selon I'une quelconque des revendications 1 a 31, pour le 
traitement ou la formulation de medicaments destines a la regeneration des 

35 tissus de la peau. 
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Date a laquelle la recherche intemationale a ete effeclivement achevee 



13 septembre 2007 



Date cfexpedrtion du present rapport de recherche intemationale 
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Formutaire PCT/lSA/21 0 (deuxieme leutBe) (avrfl 2005) 



PCT/FR2007/000595 



C(sulte). 


DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 




Categorie* 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'lndfcatlon des passages pertinents 


no. des revendications visees 


A 


WO 92/20349 A (GENZYME CORP [US]) 

26 novembre 1992 (1992-11-26) 

cite dans la demande 

exemple 23 

re vend i cation 37 


l 


P,A 


PARK ET AL: "N-acetyl 
histidine-conjugated glycol chitosan 
self-assembled nanoparticles for 
intracytoplasmic delivery of drugs: 
Endocytosis, exocytosis and drug release" 
JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, ELSEVIER, 
AMSTERDAM, NL, 
vol . 115, no. 1, 

28 septembre 2006 (2006-09-28), pages 

37-45, XP005663195 

ISSN: 0168-3659 

le document en entier 


l 


A 


US 2 931 753 A (CHESBR0 RUTH M ET AL) 

r~ ->».w*^t i ncn / inert r\ a r\ t~ \ 

b avril 1960 (1960-04-05) 
colonne 2, ligne 20 - ligne 56 
colonne 5, ligne 19 - ligne 20 


l 


A 


ALAIN DURAND ET AL: "Neutral amphiphilic 
polysaccharides: chemical structure and 
emulsifying properties" 
COLLOID AND POLYMER SCIENCE ; 
KOLLOID-ZEITSCHRIFT UND ZEITSCHRIFT FUR 
POLYMERE, SPRINGER-VERLAG, BE, 
vol . 284, no. 5, 

1 fevrier 2006 (2006-02-01), pages 
536-545, XP019340541 
ISSN: 1435-1536 
cite dans la demande 
le document en entier 


l 


A 


US 2001/021758 Al (BARRITAULT DENIS [FR] 
ET AL) 13 septembre 2001 (2001-09-13) 
cite dans la demande 
exemple 2 


l 



Formulate PCT/1SA/210 (suiia da la deuxiemo feuaio) (avrii 2005) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale n° 

PCT/FR2007/000595 



Cadre II Observations - lorsqiTil a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Pobjet d'une recherchje 
(suite du point 2 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait Pobjet cfune recherche pour les motifs suivants: 



X Les revendications n°« 32-34 

se rapportent a un objet a regard duquel ['administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoin 

Methode de traitement du corps humain par chirurgie ou therapie (Regie 
39.l(1v) PCT). 

| J Les revendications n 05 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. | | Les revendications n 05 

spnt des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4 .a). 



Cadre 111 Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 3 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche international a trouve piusieurs inventions dans la demande intemationale, a savoir: 



1 . j I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' — 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



2. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur tes revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, Tadministration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
1 — 1 rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
tes revendications n 05 



A. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche intemationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n ^ 



Remarque quant a la reserve 



[ | Les taxes additionnelles etaient accompagnees cfune reserve de ia part du deposan t 
[ [ Le paiement des taxes additionnelles n J etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (2)) (Janvier 2004) 



Renselgnements relatlfs aux membres de families de brevets 
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Document brevet cite 




Date de 




Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 




publication 




famille de brevet(s) 


publication 


US 5750678 


A 


12-05-1998 


DE 


4433101 Al 


21-03-1996 








WO 


9608517 Al 


21-03-1996 








EP 


0749447 Al 


27-12-1996 

*- / XL- X ^ \J 


WO 0016818 


Al 


30-03-2000 


AT 


284229 T 


15-12-2004 








AU 


6192299 A 


10-04-2000 








CA 


2344215 Al 


30-03-2000 








DE 


69922522 Dl 


13-01-2005 








DE 


69922522 T2 


15-12-2005 








EP 


1115433 Al 


18-07-2001 








US 


6630457 Bl 


07-10-2003 








us 


2004072793 Al 

LUUTU / £_ / Z/ sj n X 


15-04-2004 


WO 9220349 


A 


26-11-1992 


AT 


224916 T 

C_ t- i -> XVI 


15-10-2002 








AU 


670030 B2 


04-07-1996 








AU 


2143492 A 


30-12-1992 








AU 


5226796 A 


01-08-1996 

ui, UU X -/ -s \s 








CA 


2109502 Al 


21-11-1992 

CX X X X -J -J L- 








DF 


69232790 Dl 


31-10-2002 

*J X X\J I— \J \J i— 








DE 


69232790 T2 


24-07-2003 








EP 


0587715 Al 


23-03-1994 








JP 


6508169 T 


14-09-1994 








JP 


3425147 B2 


07-07-2003 



US 2931753 A 05-04-1960 AUCUN 



US 2001021758 Al 13-09-2001 AU 


4913699 A 


14-02-2000 


CA 


2337328 Al 


03-02-2000 


EP 


1117695 Al 


25-07-2001 


FR 


2781485 Al 


28-01-2000 


WO 


0005270 Al 


03-02-2000 


JP 


2002521503 T 


16-07-2002 
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